Napln cviceni 1
Navod pro protokoly

Osnovy prednaSek a sylaby najdete na nasledujici adrese:
http://www.sci.muni.cz/mikrob/cytologieosn.html

Ukéazky protokola (ve WORDU 1 v powerpointu) pak:
https://is.muni.cz/auth/elearning/warp.pl?fakulta=1431:0bdobi=3584;kod=
Bi7330;qurl=%2Fel%2F1431%2Fpodzim2006%2FBi7330%2Findex.qwar
p:zpet=https:%2F%2Fis.muni.cz%2Fauth%2Fucitel%2Fwarp predmet v
yber.pl%3Ffakulta%3D1431%3Bobdobi%3D3584%3Bkod %3DBi7330:zp
et_text=7Zp%C4%9IBt%20na%20v%C3%BDb%C4%9Br%200snov

Ve cvicenich véts. nebudeme dé€lat nakresy, vysledky se ukladaji v podobé¢ fotek
z programu LUCIA.

Kmeny mikroorganismi pro cvieni 1 a 2
(ke kazd¢ tiloze 2-3 preparaty své nebo spoluautort, do kazdého protokolu pak
psat pouze kmeny v ném zobrazené)

Bacillus thuringiensis CCM 19 (G+ tycky)

Arthrobacter crystallopoietes CCM 2386 (G+ tycky)

Serratia marcescens CCM 303(G- tycka)

Azotobacter vinelandii CCM 289 (slizovité kolonie, pouzdra)
Leuconostoc mesenteroides CCM 1803 (slizovité kolonie, pouzdra)
Bacillus sphaericus CCM 1615 (G+ tycky)

Bacillus mycoides CCM 145 (G+ tycky)

Sporosarcina ureae CCM 860 — G+ tetrady

Bacillus cereus CCM 2010 (G+ tycky)

Bacillus megaterium CCM 2007 (G+ tycky)

Bacillus subtilis CCM 2216 (G+ tycky)

Streptomyces griseus ssp. griseus CCM 2386 — vlakna, G+

Nocardia carnea CCM 2756 — pro makrofoto kolonii
Saccharomyces cerevisiae — kvasinka, eukaryotni buiika, pro fadzovy kontrast
Micrococcus luteus CCM 169 - G+ kok




Protokol ¢.1: Mikroskopické techniky

Mikroskopicky preparat:

Nékteré morfologické znaky mikroorganismi je tfeba posuzovat v mikroskopickém
preparatu. Pro posouzeni skutetneho tvaru Zive bunky, pohybu  bakteri a pod.
pfipravujeme nativni preparat. Vyvoj a rist mikroorganismi pozorujeme zpravidla v tzv.
vihké komirce, kde jsou sledované bufky umitény ve visuté kapce. Pro diferencované
vybarveni nékterych bun&inych struktur nebo k rozliseni Zivych a mrivych bunék
pfipravujeme vitalné barvené preparaty. Mezistupei mezi vitalnimi a fixovanymi preparaty
twofi pozorovani nezbarvenych bungk na kontrastnim pozadi - negativng barvene preparaty.
Fixované a barvené preparaty nam umoziuji lepi rozlieni  jednotlivych typ bezbarvych
bakterialnich bunék, jejichz tvar a struktura jsou bez pfedchoziho barveni v optickém
mikroskopu malo zietelné.

1) Jasné pole: - barvené preparaty

a) Gramovo barveni 2-3 preparaty s popisem morfologie buiiky
(ptiklad grampozitivni i gramnegativni buiiky, tycky, koky)
Ukazka rozdila ve struktufe bunécné stény

Fixace:

Ugelem fixace je usmrceni bunék , nebot mrivé buriky |épe pfijjimaji barvivo, a
zaroven prilnuti bunék k podloZznimu sklu, aby nebyly béhem barvici procedury cdplaveny.
Bakterie fixujeme zpravidla plamenem, mikroskopické houby a kvasinky v&tinou chemicky
{ etanol, aceton ). Fixace plisni a kvasinek se provadi pouze pfi specialnich typech barveni a
jeji postup byva soucasti barvici metodiky.

Fixace plamenem: Sklicko se zaschlym natérem tiikrat protahneme nesvitivym plamenem
kahanu tak, aby bakterialni kultura byla umist&na na horni strané skli¢ka.

Fo wychladnuti barvime.




Gramovo barveni:

barvicich postup( alpikovanych pfi diagnostice bakterii. Mikroorganismy nejen rozdéluje na
zbarvené - grampozitivni a nezbarvene - gramnegativni, ale soutasné nam podava informaci
o dal3ich fyziologickych a chemickych charakteristikach bakterialnich bunék. (citlivost na
antibiotika, rozdily v osmotickych hodnotach, citlivost na zasadita a kysela barviva ...)

Fodstata grampozitivity neni dodnes uspokojive wysvétlena. Pravdépodobné se zde
uplatiiuje odlisné chemicke sloZeni bunéine stény G+ a G- bakterii a jeji intaktnost.

Jedna se o barveni fixovaného preparatu a nasledng mofeni bunék roztokem jadu.
Wznika komplex barvivo - jod - sloZky bunééné stény, ktery lze z bunék nékterych rodi nebo
druht mikroorganismu vyplavit etanolem nebo acetonem. Pfislusné druhy jsou oznatovany
jako G-, jejich bunééné stény jsou pro mikroskopicka pozorovani dobarvovany
karbolfuchsinem. Pokud barevny komplex zlstava v bunéénych sténach zachycen,
aznatujeme organismy jako G+

Gramova reakce je u nékterych bakterii zavisla na fyziologickém stavu buriky ana
sloZeni kultivaZniho prostiedi. Tyto arganismy jsou oznacovany jako gramlabilni nebo takée
gramvariabilni.

Nektere vngjsi chemickée a fyzikalni viivy - mechanické poskozeni, UV zaieni, néktera
antibiotika, kyseliny, zasady , organicka rozpoustédla, atd. mohou zpusobit ztratu
grampozitivity.

Organismy:
24 hodinovée bakterialni kultury

Pomticky:
Barvici roztoky - krystalova violet (R2), Lugoliv roztok (R3), karbolfuchsin
(R4}, etanol, ockovaci klicka, odmaé&téna podlozni skla

Postup:

e Pripravime natér bakterialni kultury, dokonale wysusime
e Fixujeme plamenem
e Prevrstvime krystalovou violeti - 30s
e Barvivo slijeme, preparat kratce oplachneme vodou - 2s
i Prevrstvime Lugolovym roztokem - 30s
o Barvivo slijeme, preparat kratce oplachneme vodou - 2s

# Freparat odbarvujeme etanolem nebo acetonem 20 - 30s

# Oplachneme vodou - 2s

# Daobarvime ziedénym karbolfuchsinem 30 - 60s

# F“reparét znovu oplachneme tekouci vodou a osusime mezi filtracnimi

papiry.
# Pozorujeme pod clejovou imerzi.
Hodnoceni :

Pozorujeme mikroskopem pii zvétSeni 40x a 100x, u zvétSeni 100x pouZijeme
olejovou imerzi.

Grampozitivni organismy jsou zbarveny tmavé fialové az modroferné,
gramnegativni bakterie jsou éervené nebo riZové. Tvar bunék zakreslime do
protokolu, vwhodnotime jejich grampozitivitu &1 gramnegativitu.



b) Barveni pouzder kongocerveni — Azotobacter, Leuconostoc
= negativni barveni pozadi, nefixujeme
Bunky jsou pro tento preparat kultivovany ve spec.mediu s 20%sachardzy

Neékiere druhy bakterii tvofi za vhodnych podminek slizovité obaly kolem swych
bunék. Jsou sloZeny pfedeviim z polysacharidi, jsou silné hydratovanég a chrani buriku proti
nepfiznivym podminkam. Slizovité obaly se vyskytuji ve formé ostfe chraniéenych pouzder
(kapsuli) nebo se difuzné zfeduji do prostfedi. Na agarowvych vrstvach rostou tyto bakterie ve
formé& mukoznich kolonii. Tato forma miZe spontanni mutaci pfechazet na formu, ktera sliz
netvofi. Polysacharidové obaly znesnadfuji izolaci bakterii, nebof se na nich zachycuji
buriky jinych druhd. Dikaz tvorby pouzder je zaloZen na Spatném pronikani néktenych
slouéenin slizovitou vrstvou.

Negativni barveni tvofi pfechod mezi pozorovanim nezbarvenych Zivych organismil a
fixovanym barvenym preparatem. Metoda spofiva v obarveni pozadi, buriky zlstavaji
nezbarvené, jejich obrysy jsou oramovany barvivem. PouZivd se k mikroskopickému
stanoveni pouzder a slizi a k méfeni velikosti bakterialnich bunék, tedy v pfipadech, kdy
nemuZeme preparat fixovat, protoZe by doslo ke zméné velikosti bungék a k deformaci
pouzder.

* 2 Barveni Kongo-cerveni: Na sklitko se kapne kapka Kongo-Eervené a pfimo v
ni se suspenduji buriky. Suspenze se rozetfe po povrchu sklicka a necha
zaschnout. Prevrstvime na nékolik sekund HCI, slijeme, piebyteénou HCI
(neoplachujeme) ,osusime filiraénim papirem a dosuSime na vzduchu.

Hodnoceni:
Pozorujeme pod imerzi 1.€ervené buiky, riZova pouzdra a $edé pozadi, 2.modré
buriky, svétla pouzdra a modré pozadi. Zakreslitl

2) Nomarskeého diferencialni interferenc¢ni kontrast

Nativni preparat, popis:
Velké buiiky, rozdily kontrastu dle rizného indexu lomu rtiznych ¢asti buiiky
Pt: Saccharomyces a bacily 2 — 3 obrazky

6.1.1. Priprava nativniho preparatu
Postup :

i Podlozni sklo vyjmeme z alkoholu, pfidrZime nad plamenem a poloZime na
tmavou podlozku

i Do stfedu sklitka naneseme kapku sterilni vody a vyZihanou kliékou do ni
pfeneseme malé mnozstvi kultury kultivovane na ztuzeném agarovém mediu

o Po dikladném rozmichani piekryjeme suspenzi krycim sklem tak, aby se
netvorily bublinky (k prekryti pouZijeme preparacni jehlu nebo sklicko drzime za
hrany a opatrné pokladame). Pokud kapalina pfesahuje okraje kryciho sklia,
odsajeme i filtraZnim papirem

i Pro dlouhodobéjSi pozorovani chranime preparat pred vyschnutim tak, Ze hrany
kryciho skla potfeme vazelinou, rozehfatym parafinem nebo bezbarvwym lakem.

Poznamka:
Preparaty pfipravovane z tekutych Zivnych medii obsahuji velké mnoZstvi krystalkd
a jinych disperzi, které plsobi rugivé a mohou se podobat bakterialnim burikam.
Proto se doporuiuje bakteriélni kulturu pfed pripravou preparatu centrifugovat a
Zivné prostredi nahradit sterilnim fyziologickym roztokem.




3) Fazovy kontrast

Nativni preparat
Popis: Velké buiiky, spory bacillus cereus (dvoudenni kultura), hal6 efekt
Bacily, sporosarcina 2 — 3 preparaty
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